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論　文　の　内　容　の　要　旨
　塩環境は温度，乾燥や強光と共に植物にとって重要な環境要因の一つである。その耐性機構が徐々に理解
されるようになり，イオンの輸送機構が重要であることが示唆されている。
　播種後一週間のイネにNaCl処理を行ったイネのイオン量を測定したところ，細胞内へのNa+の流入に伴い
K+の減少，また，Cl-の増加が見られた。Cl-の動態は，植物の耐塩性を理解する上で非常に重要であるが，
詳しい知見がない。そこで，モデル植物として重要な作物であるイネからClチャンネル遺伝子を同定し，解
析を行った。
　すでに報告されている配列を基に，イネのcDNAライブラリーより2種類のクローン（OsCLC-1，-2）を単
離した。OsCLC-1，-2はそれぞれ疎水性の高いタンパク質をコードしており，アミノ酸レベルで90.3％の相同
性を示した。また，13個の推定膜貫通領域を有しており，植物における既知のCLC遺伝子と高い相同性を示
した。さらに動物から微生物まで広く保存された配列を有していた。また，OsCLC-1，-2のエキソン-イント
ロン構造の比較を行ったところ，OsCLC-1，-2はアミノ酸配列の相同性の高さだけでなく，そのゲノム構造
はほぼ同型であった。
　OsCLC-1，-2は転写レベルでいずれも植物体内に広く分布していた。また，播種後一週間のイネにNaCl処
理を行い，発現量の経時的変化を調べたところ，OsCLC-1はNaCl処理により発現量が増加したが，OsCLC-2
で見られなかった。
　OsCLC-1，-2を認識する抗体を作製し，ウエスタンブロッティングを行い，一方でGFPによる蛍光像の確認
を行ったところ，OsCLC-1，-2は共に液胞膜に局在することが示唆された。また，BY-2培養細胞に塩処理を
行い，Na+の取り込みを観察したところ，液胞内が強く染色されたため，細胞がCl-を液胞内に蓄積する時に
Clチャンネルが関与することが考えられる。
　酵母変異体を用いた相補性試験を行ったところ，OsCLC-1および-2を導入した株では，イオン感受性に対
して部分的にこれを相補したが，アルカリ条件下での生育，鉄要求性を相補することは出来なかった。
　イネの遺伝子破壊系統から，OsCLC-1，-2遺伝子破壊系統（clc-1，clc-2）ホモ個体を得た。clc-1，clc-2は共
－ 801 －
に矮性を示し，分げつ数の増加，出穂期の遅れ，稔実率の低下など，様々な表現型も示していた。更に根
の生育阻害，根端付近の細胞の列の乱れや膨張が観察された。一方，塩処理によりclc-2の生育は著しく悪く
なった。以上の結果から，OsCLC-1，-2遺伝子産物は，共にイネが生育する上で非常に重要な役割を持って
いることが考えられる。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　イネのcDNAライブラリーより2種類のクロライドチャンネル遺伝子と考えられるOsCLC-1，-2を単離し，
それらの遺伝子の特性を明らかにすると共に，それらのコードするタンパク質が液胞膜に局在することを明
らかにした。さらに塩化ナトリウムの取り込み実験や，酵母変異体を用いた相補性試験の結果から，これら
のタンパク質がクロライドイオンが液胞内に蓄積する時に，クロライドチャンネルとして機能していること
を初めて明らかにしたもので，高く評価できる論文である。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
